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RESUMO

A anemia é uma complicagdo comum e com impacto em morbi-mortalidade de
pacientes com doenga renal crénica (DRC). Os marcadores atuais para o
diagnostico e monitoramento da anemia na DRC s&o limitados pela interrrelagéo
entre a eritropoiese, reservas de ferro e da resisténcia a acdo dos agentes
estimuladores da eritropoiese e da inflamacéo.

O objetivo deste estudo foi de analisar o papel de novos paréametros
hematologicos laboratoriais reticulocitarios IRF e RET-He no monitoramento da
anemia e da resisténcia ao uso de AEE em pacientes com DRC e em dialise
peritoneal.

Este foi um estudo multicéntrico observacional prospectivo incluindo pacientes
clinicamente estaveis em dialise peritoneal. Os parametros laboratoriais
recomendados pelas diretrizes foram confrontados com novos parametros
hematologicos IFR e RET-He, avaliados pelo analisador hematoldgico
automatizado da marca Sysmex, modelo XE-5000. Marcadores inflamatorios
foram avaliados pelo método Luminex.

Trinta e cinco pacientes (59+13 anos, 51% homens, 43% diabéticos) foram
incluidos no estudo. A hemoglobina foi de 12,2+2,0 g/dL e 87% apresentavam
resisténcia a AEE. O RET-He identificou uma proporcdo menor de deficiéncia de
ferro (12%) comparado a ferritina (82%) e IST (51%). Pacientes com indice de
resisténcia a eritropoietina (IRE) no quartil superior apresentaram um percentual
de IRF e MFR significantemente maior e um percentual menor de LFR quando
comparados com pacientes nos quartis mais baixos de IRE. Os niveis de IL-6 se
correlacionaram com o percentual de MFR (r — 0,45, p<0.03).

Concluimos que os novos parametros hematologicos parecem agregar valor na
identificacdo de mobilizagao e deficiéncia de ferro, bem como na identificacdo de
pacientes com resisténcia a eritropoietina induzida pela inflamagdo. Estudos
futuros devem validar nossos achados em populagcdes maiores e com seguimento
prospectivo.

Palavras-chave: anemia, dialise peritoneal, resisténcia, eritropoietina, ferro.



ABSTRACT

Anemia is a common complication and has an impact on morbidity and mortality in
patients with chronic kidney disease (CKD). Current markers for the diagnosis and
monitoring of anemia in CKD are limited by the interrelation between
erythropoiesis, iron stores, inflammation and the resistance to treatment with
erythropoiesis stimulant agents.

The aim of this study was to analyze the role of new hematological parameters IRF
and RET-He in the monitoring and AEE resistance of CKD anemia in peritoneal
dialysis patients.

This was a prospective, observational multicenter study including clinically stable
patients on peritoneal dialysis. The laboratory parameters recommended by the
guidelines were compared with new hematological parameters evaluated by the
automated hematology analyzer Sysmex, model XE-5000. Inflammatory markers
were evaluated using the Luminex method.

Thirty-five patients (59 + 13 years old, 51% men, 43% diabetics were included in
the study.) Hemoglobin was 12.2 + 2.0 g/dL and 87% had resistance to ESA. (IRE)
in the upper quartile presented a significantly higher percentage of IRF and MFR,
and a lower percentage of iron deficiency (12%) compared to ferritin (82%) and STI
(51%). IL-6 levels correlated with the percentage of MFR (r = 0.45, p <0.03).

We conclude that the new hematological parameters may add value in the
identification of iron mobilization and deficiency, as well as in the identification of
patients with resistance to erythropoietin induced by inflammation. Future studies
should validate our findings in larger populations and with prospective follow-up.

Key words: anemia, peritoneal dialysis, resistance, erythropoietin, iron.
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1 INTRODUGAO

O aumento progressivo da incidéncia e prevaléncia da Doenga Renal Cronica (DRC) em
todo o mundo, € um importante problema de saude publica, principalmente pelas suas
caracteristicas, pelo seu carater progressivo e irreversivel, bem como pelo importante
impacto na morbi-mortalidade dos pacientes (CASTRO et al, 2010). Embora tenha origem
multifatorial, é caracterizada por leséo renal com perda progressiva e irreversivel da fungao
dos rins, baseada na estimativa da taxa de filtragcdo glomerular (TFG), que estratifica a
doenca em 5 diferentes estagios: estagio 1, TFG = 90mL/mim/1 73m?; estagios 2, TFG entre
60 — 89 mL/min/1,73m?; estagio 3, TFG entre 30 — 59 mL/min/1,73m?; estagio 4, TFG entre
15 — 29 mL/min/1,73m?; estagio 5, TFG < 15 mL/min/1,73m? (O'MARA, 2008; KDOQI, 2002).
Individuos que se encontram no Estagio 5, também denominado de estagio final da DRC,
sao avaliados para o inicio de Terapias de Substituigdo da fungédo Renal (TSR) em suas
diferentes modalidades, especificamente hemodialise (HD), didlise peritoneal (DP) ou
transplante renal (JUNIOR, 2001; KDIGO, 2006).

Entre as modalidades de TSR existentes, a DP tem se destacado por promover
resultado clinico equivalente a HD, porém, permitindo uma melhor qualidade de vida aos
pacientes e um tratamento domiciliar. A DP é um processo que utiliza a membrana
peritoneal e sua capacidade fisiolégica de semipermeabilidade para a depuragao de toxinas
do sangue, provocado através da introdu¢cdo no peritbnio de solugbes com composi¢cao
eletrolitica predefinida e capacidade de ultrafiltracdo induzida por hipertonicidade,
geralmente a partir de glicose hipertdbnica. Duas modalidades de DP sdo atualmente
utilizadas para esse processo, denominadas de Dialise Peritoneal Ambulatorial Continua
(DPAC) e Dialise Peritoneal Continua com Cicladora (DPCC).

Apesar da dialise promover uma eficiente remogao de solutos e gerar ultrafiltragéo, as
fungcbes enddcrinas dos rins se mantem alteradas, e complicagdes como a hipertensao
resistente, os disturbios da homeostase da glicose e aminoacidos, os disturbios do
metabolismo mineral estdo presentes em pacientes com os estagios mais avangados da
DRC, causando um importante impacto nas complicacbes da DRC. Da mesma forma, a
DRC induz uma disfuncédo imune, caracterizada por um status de inflamagao cronica e uma

dificuldade na resposta inata e adaptativa. Finalmente, um complexo disturbio hematologico



com consequente disfungdo na eritropoiese se desenvolve com a progressédo da DRC,

conforme descrito na se¢ao a seguir.

1.1 ANEMIA NA DRC

A presenca de anemia em paciente com DRC, é um achado comum, com marcada
intensificagdo com o declinio da funcéo renal, incluindo, obviamente, aqueles em uso de
TSR, entre as quais, a DP. Nestes ultimos, a anemia é considerada um fator de risco
independente para progressao da DRC e de mortalidade (GONCALVES, 2012; SMRZOBA
et al, 2005). Baseado nos estudos de Scripps-Kaiser de 1998 a 2001 e do NHANES Il (the
third US National Health and Nutrition Examination Survey), considerados dois dos mais
robustos estudos ja realizados para determinagcdo dos valores de referéncia para
hemoglobina, Beutler em 2006, propde que seja considerado um individuo anémico, na
populagdo em geral, aqueles com taxas de hemoglobina inferiores ao valor minimo de

referéncia, conforme a Tabela 1.

Tabela 1: Valores minimos de Hemoglobina levando-se em consideragéo raga, género e
idade (BEUTLER, 2006)

GRUPO HEMOGLOBINA - g/dL
Homens Brancos

20 — 59 anos 13,7
> 60 anos 13,2
Mulheres Brancas

20 — 49 anos 12,2
> 50 anos 12,2
Homens Negros

20 -59 anos 12,9
> 60 anos 12,7
Mulheres Negras

20 — 49 anos 11,5
> 50 anos 11,5

BEUTLER, 2006, baseado nos estudos Scripps-Kaiser € no estudo NHANES IlI



1.1.1 Epidemiologia e prevaléncia da anemia na DRC

No entanto, pacientes com DRC e com TFG inferior a 60 mL/min/1,73m? segundo a
prevaléncia de alguns estudos, os valores de hemoglobina para a definicdo de anemia foram
para o EBPG (European Best Practice Guidelines): 11,5 g/dL para mulheres, 13,5 g/dL para
homens e 12,0 g/dL para aqueles com idade maior que 70 anos; NKF/KDOQI (National
Kidney Foundation / Kidney Disease Outcomes Quality Initiative): 12,0 g/dL para mulheres e
13,5 g/dL para homens; KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes): 12,0 g/dL
para mulheres e 13,0 g/dL para homens (Tabela 2). Ainda, segundo alguns estudos, a
prevaléncia de anemia aumenta em 1% naqueles com TFG média de 60 mL/min/1,73m?, 9%
nos com TFG média de 30 mL/min/1,73m? e 33% nos com TFG média de 15 mL/min/1,73m?
em homens e 67% em mulheres (KDOQI, 2002; ASTOR, 2002; CORESH, 2003; O’'MARA,
2008).

Recentemente, em 2012, o KDIGO definiu e ratificou como valores minimos para
hemoglobina, 13,0 g/dL e 12,0 g/dL em pacientes com DRC, homens e mulheres,
respectivamente e considerando adultos e criangcas com idade maior que 15 anos. No
entanto, o valor alvo de tratamento com agentes estimuladores de eritropoiese desejavel, de
forma independente, € uma hemoglobina entre 11,0 g/dL e 12,0 g/dL, n&o ultrapassando
13,0 g/dL. Na tabela 2 estdo demonstrados valores minimos e valores alvos para
hemoglobina em pacientes com DRC, de acordo com a proposi¢gao de alguns estudos ou
consensos (ALVES, 2015).

De acordo com estas definicbes é possivel identificar a prevaléncia da anemia na
DRC. De forma similar aos verificados em estudos observacionais, niveis de HB abaixo de
11g/dL sdo comuns em pacientes com DRC, especialmente em Estagios 4 e 5, incluindo as
modalidades dialiticas, como descrito na Figura 1.



Tabela 2: Valores minimos e valores alvos para hemoglobina na DRC.

EBPG NKF/KDOQI ERBP 2008 KDIGO 2012
VALORES DE HB
(critérios de
anemia)
Mulheres 11,5 g/dL 12,0 g/dL 12,0 g/dL 12,0 g/dL
Homens 13,5 g/dL 13,5 g/dL 13,5 g/dL 13,0 g/dL
12,0 g/dL
(> 70 anos)
HEMOGLOBINA > 11,0 g/dL > 11,0 g/dL > 11,0 g/dL > 11,0 g/dL
ALVO < 13,0 g/dL < 12,0 g/dL < 12,0 g/dL < 12,0 g/dL
N&o acima de N&o acima de N&o acima de N&o acima de
14,0 g/dL 13,0 g/dL 13,0 g/dL 13,0 g/dL

EBPG: European Best Pracitce Guideline; NKD/KDOQI: National Kidney Foundation Kidney Disease Outcomes
Quality Initiative; ERBP: European Renal Best Practice; KDIGO: Kidney Disease Improving Global Outcomes
(modificado de ALVES, 2015).

Figura 1: Incidéncia de anemia em pacientes com diferentes estagios da DRC e TSR (1CANZIANI et al, 2006;
2SESSO et al, 2007; *FERNANDES, 2008)
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DP: dialise peritoneal; Hb: hemoglobina.

1.1.2 Mecanismos da anemia na DRC
A causa principal e inicial de anemia em pacientes com DRC ocorre devido a deficiéncia
relativa na produgao de eritropoietina (EPO), pelo fato de 90% desta glicoproteina ser



produzida nas células peritubulares renais e fibroblastos intersticiais (Figura 2). A EPO age
de forma direta sobre as células precursoras eritréides na medula 6ssea, com agao anti-
apoptotica por mecanismo de inibicdo da via das caspases (KOURY, 1998; ABENSUR,
2006; HAYAT, 2009) (Figura 2). Todavia, outras causas como hiperparatireoidismo
secundario (elevagdo do Paratorménio — PTH), caréncia nutricional (hipovitaminoses,
deficiéncia de acido fdlico, etc), sangramentos cronicos, perda de sangue em TSR (HD),
estado inflamatério crénico e deficiéncia de ferro, compdem fatores adicionais importantes
na evolucdo e persisténcia do estado anémico, caracterizando, desta forma, uma
patogénese de origem multipla. Porém, os dois ultimos tém sido determinados como
importantes causas, principalmente naqueles pacientes em estagio 5 e em TSR (ISEKI,
2007).

Figura 2: producgéo da Eritropoietina pelo rim e mecanismo de ag&o. (adaptado de Hoffbrand, 2013)
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A) Producédo de eritropoietina pelos rins em situacdo de normalidade e de doenca renal. B) Agéo
apoptética via caspases.

Apresenta-se inicialmente como um anemia de leve a moderada, normocitica e
normocrémica. Com o decorrer do tempo pode se tornar microcitica e hipocrdmica pela
restricdo do ferro, devido a condi¢do inflamatoria crdnica, a qual determina diminuigdo na
disponibilidade do ferro para a eritropoiese, mesmo com um ferro de depdsito adequado,

caracterizando uma deficiéncia funcional ou mesmo uma deficiéncia absoluta, por exaustao
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nos seus estoques (HAYAT, 2009; MIRANDA, 2009; ALVES et al, 2015).

Um outro fator determinante de anemia em pacientes com DRC e que também nao
deve ser esquecido € a hemdlise acelerada provocada pela presenca sistémica de toxinas
urémicas, as quais também inibem a eritropoiese de forma direta (ALVES et al, 2015).

1.1.3 Analise laboratorial da anemia

A determinacdo do estado de anemia e suas provaveis causas sao dependentes de
investigacdo laboratorial, onde estdo incluidos exames como hemograma completo,
contagem de reticuldcitos, ferro sérico, indice de saturagdo da transferrina, ferritina sérica,
receptor soluvel da transferrina, dosagem de acido félico e vitamina B12, entre outros.

O hemograma €& um dos exames laboratoriais mais solicitados na pratica médica
diaria, pois, possui grande importancia no rastreio, diagnostico e monitoramento de diversas
doengas. Fornece informagdes qualitativas e quantitativas do tecido hematopoiético ou da
medula Ossea, através da analise de suas células no sangue periférico (eritrocitos,
leucécitos e plaquetas). Em especifico, na identificagdo e monitoramento de estados de
anemia, constitui a principal ferramenta (BRAGA, 2014).

Nos ultimos anos, com o conhecimento de novas tecnologias, a automacgao para a
realizacdo do hemograma tornou-se realidade, trazendo consigo métodos que possibilitam
utilizacdo de menor quantidade de amostra, maior rapidez na execucado e liberacdo do
exame, menor erro com consequente maior credibilidade nos resultados, além, é claro, da
incorporacdo de diversos novos parametros com relevantes aplicagdes. Isso mudou
inclusive a denominagao desses equipamentos de contadores de células para analisadores
hematoldgicos (BRAGA, 2014; SILVA et al, 2016). No entanto, os indices hematimétricos, ja
existentes, Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e
Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), ainda sao de grande
importdncia para a classificagdo das anemias em normociticas/normocrémicas,
microciticas/hipocrémicas e macrociticas (classificagdo morfolégica).

A homeostase do ferro € dependente do sincronismo de absorgao, utilizacdo e do seu
estoque. Constitui elemento vital em diversas funcbes celulares, como transporte de

oxigénio, sintese de DNA e metabolismo energético. Desequilibrios na sua homeostasia



podem acarretar tanto seu acumulo como sua deficiéncia, sendo que esta ultima interfere de
forma direta na sintese de hemoglobina e, por conseguinte, na diminui¢do da eritropoiese e
instalagao do quadro de anemia (GROTTO, 2008).

O equilibrio homeostatico do ferro & dependente, principalmente, da acéao
coordenada de quatro proteinas: a transferrina responsavel pelo transporte, o receptor de
transferrina (TfR) incumbido da sua utilizagao, a ferritina que esta envolvida diretamente na
sua estocagem e a hepcidina que controla a captagao e a oferta de ferro. Por este motivo,
sao considerados biomarcadores laboratoriais tradicionais na avaliagcdo da deficiéncia do
ferro, além da dosagem do ferro sérico, dosagem da transferrina sérica, indice de Saturacéo
da Transferrina (IST) e ferritina sérica, sendo que os trés primeiros representam o ferro
sistémico disponivel e o ultimo o estoque de ferro atual. A consolidacdo do uso destes
marcadores se da também pelo fato destes serem executados pela grande maioria dos
laboratorios clinicos e, consequentemente, estarem disponiveis para o monitoramento
clinico (SILVA et al, 2016).

A concentracdo da ferritina plasmatica e o IST, estdo longe de serem considerados os
marcadores ideais de reserva e da disponibilidade de ferro, embora, poderiamos assim
dizer, serem as ferramentas mais utilizadas regularmente para este fim. Porém, em especial,
a ferritina sérica, merece todo o cuidado de interpretacdo e valorizagdo quanto ao estoque
de ferro disponivel, levando-se em consideracdo que, nos casos de pacientes com DRC,
onde a presenca de inflamacgao crénica € um achado comum, o seu valor pode nao traduzir
efetivamente este entendimento, pois, a sua concentracdo plasmatica elevada pode estar
associada ao extravasamento tecidual, principalmente de apoferritina, fragao de ferritina que
nao contem ferro e, portanto, ndo estar associada ao ferro de depdsito atual.

Nesta situacdo, outros marcadores laboratoriais que traduzam o ferro disponivel para
a eritropoiese, sem a interferéncia do estado inflamatoério, devem ser avaliados, entre os
principais, a dosagem sérica do receptor soluvel da transferrina (sTfR) e o equivalente ou
concentragdo de hemoglobina nos reticuldcitos (CHr e RET-He). O primeiro deve ser
utilizado na sua razdo com a o log da ferritina (sTfR-F) para uma melhor avaliagéo do ferro
disponivel, sofrendo de maneira menor, também as interferéncias inflamatérias na
concentragéo da ferritina. Ja o segundo aparece entre os novos parametros hematoldgicos

presentes no hemograma, realizado em alguns tipos de analisadores automatizados e



disponivel entre os demais parametros usuais, como dosagem de hemoglobina, hematdcrito,
indices hematimétricos, entre outros. O equivalente ou concentragdao de hemoglobina nos
reticuldcitos circulantes demonstra, de forma precoce, atual e representativa a condi¢céo da
atividade eritropoiética quanto a hemoglobinizagdo na medula 6ssea (FISHBANE et al, 1997,
PUNNONEN et al, 1997; THOMAS & THOMAS, 2002; CHUANG et al, 2003; KALANTAR,
2006; WISH, 2006; MAST et al, 2007; O'MARA, 2008; BESARAB, 2011; ALVES et al, 2015).

Na anemia de doenga crénica (ADC), diferentemente da anemia por deficiéncia
absoluta de ferro, o fator limitador da hemoglobinizag&o dos eritrécitos e dos reticulocitos € a
deficiéncia funcional do ferro, onde a mobilizagdo deste é impedida, caracterizando um
estoque de ferro adequado ou, até mesmo elevado, porém, ferro sérico diminuido e IST
inferior a 20% (THOMAS & THOMAS, 2002).

Os reticuldcitos sado células precursores eritréides, anucleadas e contendo granulos
residuais de RNA no seu citoplasma. No processo de maturagdo dos eritrocitos, os
reticulocitos constituem o estagio que antecede imediatamente o estagio final de maturagao
destas células, permanecendo nesta fase por um tempo médio de 3 a 4 dias. Em torno de
98% a 99% da populacdo de reticulécitos se encontram na medula 6ssea e, apenas
aproximadamente 1% a 2% destes vao para a circulagcao periférica, ainda nesta forma. No
sangue periférico possui um tempo médio de vida muito curto, entre 1 e 2 dias,
principalmente quando comparado com os eritrocitos, que apresentam um furnover médio de
120 dias. Por este simples fato, o reticuldcito constitui um sensivel marcador, talvez o mais
proximo, da eritropoiese em tempo real e a sua contagem tornou-se, tradicionalmente, a
maneira mais utilizada neste monitoramento, expressada tanto pela contagem numeérica
destas células (relativa e absoluta), quanto pela capacidade atual de se medir o grau de
maturidade em que migra para o sangue periférico (CHUANG et al, 2003; JOAO et al, 2008;
WOLLMANN et al, 2014; SILVA et al, 2016).

O método manual de contagem destas células, sem qualquer duvida, € o mais
utilizado na pratica laboratorial. Baseia-se na observagdo microscopica dos granulos, em
l&mina corada com colorag&o supravital, utilizando-se os corantes azul de cresil brilhante ou
azul de metileno novo. Mesmo sendo uma técnica de facil execugdo, permitindo que seja
realizada em qualquer laboratério, a contagem manual dos reticulocitos esta sujeita a uma

grande variagéo inter e intra-observadores, devido a imperfeicbes do esfregago, campos



microscopicos heterogéneos, numero pequeno de células contadas inferindo erro estatistico
elevado (pode ser maior que 50%), etc (GROTTO, 2008 )

Com o desenvolvimento de novas tecnologias para equipamentos hematologicos
automatizados, como por exemplo, a citometria de fluxo, anticorpos monoclonais ligados a
fluorocromos, corantes fluorescentes com afinidade a acidos nucleicos (RNA ribossomal) e a
dispersdo do raio laser, a contagem de reticulécitos voltou a ter um grande interesse e
importancia. E possivel hoje se obter nos analisadores hematoldgicos, com relagdo aos
reticulocitos circulantes, além da contagem numeérica relativa e absoluta, a segregacgao
destas células em 3 grupos, quanto a maturidade: reticulécitos com alta fluorescéncia (High
Fluorescence Reticulocyte — HFR), reticulécitos com fluorescéncia média (Medium
Fluorescence Reticulocyte — MFR) e reticulécitos com baixa fluorescéncia (Low
Fluorescence Reticulocyte — LFR). A soma das fragbes MFR e HFR constituem o parametro
Fracdo de Reticuldcitos Imaturos (IRF%), pois a quantidade de granulos de RNA
citoplasmatico dos reticulécitos € diretamente proporcional a quantidade de fluorescéncia e a
imaturidade. O IRF% indica a proporgao de reticuldcitos mais imaturos no sangue periférico
e reflete atividade eritropoiética acelerada presente, como ocorre, por exemplo, na terapia
com AEE, tornando-se um bom marcador no monitoramento de resposta adequada. Permite
uma avaliacao clinica mais precoce, pois, o IRF% se eleva mais cedo que o numero total de
reticuldcitos circulantes, em alguns dias (TATSUMI & 1ZUMI, 1991; CHUANG et al, 2003;
BUTARELLO, 2004; JOAO et al, 2008; WOLLMANN et al, 2014; SILVA et al, 2016).

A denominacdo RET-He é especifica para os equipamentos da marca Sysmex
(Sysmex, Japao) (BRAGA, 2014) e pode ser considerado hoje o marcador mais sensivel na
identificacdo da deficiéncia do ferro, pois, permite verificar a quantidade de ferro disponivel
para a eritropoiese, na medula 6ssea, através dos reticuldcitos jovens na circulagdo e com
um antecedéncia de pelo menos 3 a 4 dias aos demais marcadores usados atualmente.
Diferentemente, durante o desenvolvimento dos reticulocitos na medula 6ssea, onde ocorre
a sintese crescente de hemoglobina, considera-se que a concentragdo da hemoglobina
durante a vida média dos reticulocitos no sangue periférico seja constante, exceto em
situagbes que provoquem mudangas estruturais nos eritrocitos, como hemdlise ou
fragmentacao (BUTARELLO, 2004). Se observamos por este aspecto, o RET-He pode ser
usado no monitoramento de pacientes com DRC, em uso de AEE e com suplementagcao de



ferro, quanto a dosagem adequada, pressupondo a necessidade ou n&o de intervengdo com
maior antecedéncia, quando comparado com marcadores como a ferritina, IST e relagao
sTfR-F. Além do mais, o RET-He nao sofre interferéncia do estado inflamatorio. Portanto, &
muito adequada a sua utilizacdo quando se quer avaliacéo rapida do uso de suplementagao
férrica intravenosa ou para se evitar uma sobrecarga de ferro, principalmente em algumas
situagdes clinicas, como por exemplo, pacientes com DRC em diadlise. Entretanto, este
parametro ndo esta disponivel ainda no hemograma na maioria dos laboratérios clinicos.
(BUTARELLO, 2004; NKF-KDOQI, 2006; O'MARA, 2008; ALVES et al, 2015).

1.1.4 Tratamento da anemia na DRC

Desde a sua introdugdo na pratica clinica, ha aproximadamente 20 anos, o uso de agentes
estimuladores da eritropoese (AEE), substituiram de forma eficiente as necessidades de
transfusdes sanguineas, diminuindo em muito os efeitos danosos provocados por esse tipo
de terapia, tais como, sobrecarga de ferro, doengas cardiovasculares, aloimunizagao,
hepatite B, hepatite C, HIV, entre outros. Essas drogas demonstraram melhores resultados
no atingimento de metas para os valores de hemoglobina, ou seja, na corregao efetiva do
estado anémico, porém, com comprovada diminui¢do dos efeitos adversos acima descritos e
da morbidade/mortalidade, com consideravel melhora na qualidade de vida e aumento da
sobrevida desses pacientes (ESCHBACH et al, 1987; KDIGO, 2006; SOLOMON, 2010).
Entretanto, mesmo com a franca evidéncia de elevacédo dos niveis de hemoglobina
com o uso de AEE em aproximadamente 90% dos casos, em 10% dos pacientes com DRC
em uso de AEE e devidamente suplementados com ferro, continuam sem atingir a meta para
os valores de hemoglobina desejados, determinando o que foi denominado de
hiporresponsividade ou simplesmente resisténcia aos AEE. Embora n&o haja consenso para
a definicdo de resisténcia aos AEE, alguns conceitos podem ser utilizados, como por
exemplo: aumento progressivo da dose de AEE para a manutengdo da hemoglobina alvo;
diminuicdo significativa do valor da hemoglobina durante dose constante de AEE; falha no
atingimento da taxa de hemoglobina maior que 11,0 g/dL, apesar de elevada dose de AEE;
aumento da dose de AEE acima de 25%; ganho do valor da hemoglobina inferior a 0,3 g/dL
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semanalmente ou inferior a 1 g/dL apds 2 a 4 semanas de tratamento. (O’MARA, 2008;
KANBAY et al, 2010; GUERRERO-RISCOS et al, 2012; ALVES, 2015).

Em primeiro plano a deficiéncia de ferro, situagdes de infeccéo e inflamacéo e TSR e
em menor grau sangramentos ou perda de sangue, hiperparatireoidismo, toxicidade
provocada pelo aluminio, deficiéncia de acido folico e vitamina B12, disfungdes da medula
0ssea, hemoglobinopatias, uso de inibidores da ECA (enzima conversora de angiotensina) e
em raros casos, a presenca de anticorpos anti-EPO parecem ter importante relagcdo com
resposta terapéutica pobre. De acordo com os estudos de Kalantar-Zaleh et al, ha um forte
associacdo entre niveis elevados de marcadores inflamatérios com resisténcia a AEE
(KALANTAR-ZALEH et al, 2003) (Figuras 6 e 7).

Em aproximadamente 50% dos pacientes com DRC, ha prevaléncia da deficiéncia de
ferro e, mesmo com o uso de AEE na maioria dos pacientes, a prevaléncia de anemia chega
a 34% no Brasil (KANBAY et al, 2010; ALVES et al, 2015). Por outro lado, a presenca de
resisténcia aos AEE, mesmo na auséncia dos fatores ja citados, deve ser levado em
consideragao os aspectos relacionados a marcada variabilidade na sensibilidade individual
de resposta aos AEE, facilmente caracterizada pela dificuldade de padronizagdo da dose
resposta (MACDOUGALL, 2002).

Desta forma, apesar de cada vez mais novas opgdes de terapia e estratégias de
tratamentos, a anemia continua sendo a maior complicagdo de pacientes com DRC,
especialmente aqueles submetidos a TSR. O sucesso no manejo da anemia esta
diretamente associado a um melhor monitoramento laboratorial, com consequentes
melhores resultados clinicos nestes pacientes, pois a baixa responsividade ao tratamento
com AEE é um fator de risco de mortalidade independente (YAN et al, 2007). A incapacidade
de se atingir o alvo terapéutico de 11,0 g/dL a 12,0 g/dL de hemoglobina combinado com
altas doses de AEE, elevam substancialmente o risco de morte por Infarto do Miocardio
(IAM), Insuficiéncia Cardiaca Congestiva (ICC) ou Acidente Vascular Cerebral (AVC)
(FISHBANE & BERNS, 2007; KANBAY, 2010). A determinacao de dose e manutengao no
uso de AEE estdo baseados, atualmente, no acompanhamento dos niveis seéricos de
hemoglobina e da disponibilidade de ferro medida pela dosagem da ferritina sérica e do IST
(BESARAB, 2011).

1.2. Inflamagao e DRC
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A persisténcia de inflamagéao sistémica crénica em pacientes com DRC, em estagio final e
em TSR é decorrente, em parte, pela presenca de comorbidades infecciosas e inflamatérias
e tendo como mecanismos ativadores a toxicidade urémica, acumulo de proteinas
modificadas (produtos de glicagdo avangada — AGEs), e aumento na expressao e retengao
de citocinas, entre outras. As citocinas sdo proteinas soluveis, geralmente de baixo peso
molecular, que agem em resposta a situagbes inflamatorias, sendo produzidas,
principalmente pelos leucdécitos, mas também por outras células. Na DRC, entre as citocinas
pro-inflamatoérias associadas a doenga, destacam-se, entre outras, a Interleucina-1 (IL-1), a
Interleucina-6 (IL-6), o Fator de Necrose Tumoral- a (TNF-a), Interleucina-8 (IL-8),
Interleucina-10 (IL-10) e o Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1). Essas citocinas
agem aumentando ou diminuindo a expressao de proteinas, principalmente, receptores de
membrana e moléculas de resposta inflamatéria, conduzindo para um estado inflamatério
cronico. (VIANNA et al, 2011; PECOITS-FILHO et al, 2003; DEL VECCHIO et al, 2005;
COSTA et al, 2008; PECOITS-FILHO-(3), 2006; HAUSER et al, 2008; PECOITS-FILHO-(2),
2016).

A IL-6 € a principal responsavel pela ativagao hepatica na produgcao de proteinas de
fase aguda, como a Proteina C Reativa (PCR) e o fibrinogénio, além de promover a
proliferacéo e diferenciacido de linfécitos B e recrutamento de leucdcitos. E codificada por um
gene localizado no cromossomo 7, possuindo multiplas atividades biologicas, sendo uma
delas a expressao do gene HAMP (Hepcidin Antimicrobial Peptide), através da ativagao via
STAT3/Smad4 (Signal Transducers and Activators of Transcription-3). E dependente de
receptor especifico nas células (IL-6R) ou soluvel (slL-6R). Na cavidade peritoneal impde
duas fases distintas de atividade, denominadas de precoce e tardia, sendo a primeiro
mediada por neutrdfilos e a segunda por mondcitos. O TNF-a, por sua vez, juntamente com
a IL-1, sao ativadores de toll-like receptors (TLRs), envolvidos na ativagdo da resposta
imune inata, ativando a expressao de citocinas envolvidas na apoptose e no reconhecimento
de lipopolissacarideos (LPS), geralmente apresentados por bactérias gram-negativas e
toxicidade urémica. LPS também estimulam, através da ativacdo de TLR4, a producio de
MCP-1 (PECOITS-FILHO et al, 2006; KEMMA, 2008; PIPERNO, 2009; HAUSER et al,
2008).
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A presenca de inflamagao em pacientes com DRC pode ser percebida pela elevada
concentragao de citocinas inflamatérias, tais como, IL-1, IL-6, TNF-a e PCR. Essas citocinas
possuem acao supressora direta sobre a eritropoiese na medula éssea, contribuindo para o
quadro de anemia (PECOITS-FILHO et al, 2003; DEL VECCHIO et al, 2005; KANBAY et al,
2010).

A DP ‘per se” , como tratamento dialitico, determina estado inflamatorio crénico,
envolvendo diferentes eventos e mecanismos, como por exemplo: a) implantagcédo no
peritdbnio do cateter de dialise pode ser considerado como o primeiro fator pré-inflamatério
associado, pois, além de induzir reagcdo inflamatéria, torna-se um importante local de
desenvolvimento de biofilme bacteriano; b) biocincompatibilidade da membrana peritoneal
com as solucdes de didlise, por possuirem alta osmolaridade, elevada concentragao de
glicose e seus produtos de degradacao, baixo pH, produtos de glicacao avangados (AGEs),
0s quais determinam elevado estresse oxidativo, provocando danos as células mesoteliais e
levando essas células a apoptose e, por consequéncia, causando exposicao da membrana
peritoneal por desnudamento. A formacdo dos AGEs também é€ potencializado pela
presenca de toxicidade urémica, fator este que deve ser considerado também como iniciador
do processo de inflamagao crbénica e antecessor ao inicio da DP, bem como, o acumulo de
proteinas modificadas, sobrecarga de volume e redugao na fungao renal residual (PECOITS-
FILHO et al, 2012; PECOITS-FILHO et al, 2007). De acordo com o trabalho de Pecoits-Filho
e colaboradores, em 2006, ha fortes indicios da interrrelagdo entre inflamagao sistémica e
inflamacao peritoneal, onde carece de maiores estudos para se saber qual dos processos &

0 agente inicializador.

1.3 Interrelagoes entre inflamagao e anemia

Outro importante mediador fisiologico envolvido no estado anémico persistente e resultante
do estado inflamatério crénico em pacientes com DRC, € a hepcidina. A sintese de
hepcidina é fortemente estimulada pela inflamagéo e pela sobrecarga de ferro. Consiste em
um peptideo com 25 aminoacidos (estrutura do maior peptideo), produzido pelo figado e que
tem como principais fungdes mediar a resposta imune inata e controlar o balango do ferro

sistémico e de depdsito (Figura 3) (GANZ, 2003). A hepcidina medeia a absorgao intestinal e
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a liberacao do ferro tanto pelos macrofagos como pelos enterécitos, sendo a sua expressao
regulada de forma indireta ou direta por citocinas e proteinas inflamatorias, como por
exemplo, IL-1, IL-6, TNF-a e PCR, as quais produzem um aumento da expressao deste
peptideo e, por conseguinte, a elevagdo da sua concentragao plasmatica. Além do aumento
da expressdo, a concentragdo sanguinea da hepcidina também esta elevada pela
diminuicdo do seu clearence renal. Valores plasmaticos elevados de hepcidina provocam
deficiéncia absoluta e/ou funcional do ferro, limitando, desta forma, a sua utilizagdo ou
aproveitamento na eritropoese. (COSTA, 2008 (a)(b)(c)). De forma mais especifica, a
hepcidina interage com a ferroportina e com os transportadores de ferro da membrana dos
enterocitos e macrofagos, regulando a captagédo e exportagdo do ferro para o sangue, ou
seja, em concentragdes séricas elevadas diminui a oferta de ferro na circulagdo, diminui a
saturacdo da transferrina e aumenta a captacédo do ferro para depdsito, através da ferritina
(Figuras 4 e 5) (MAST et al, 2007; ALVES et al, 2015).

A diferenga entre a deficiéncia absoluta e funcional do ferro pode ser determinada
pela quantidade do ferro de depdsito, medido pela dosagem sérica da ferritina, a qual se
encontra elevada na deficiéncia funcional, porém, com IST inferior a 20% (BESARAB, 2011).
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Figura 3: estrutura molecular da hepcidina, peptideo maior (25 aminoacidos) (GANZ, 2003)
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Figura 4: Acao da hepcidina no controle do status de ferro sistémico. (Advances in Hematology, 2010).
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Figura 5: metabolismo do ferro. Controle celular e sistémico do ferro (GROTTO, 2008)
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Legenda: Nu: nucleo; Dcytb: duodenal cytochrome b; IL-6: interleucina-6; DMT-1: divalent metal transporter-1.

Para um monitoramento mais objetivo da resposta terapéutica ao uso de AEE, foi

criado o indice de Resisténcia a Eritropoietina (IRE), o qual constitui um marcador opcional
na afericao do grau de resisténcia. O calculo do IRE é realizado pela razdo da dose semanal
de eritropoietina (em microgramas) pelo peso (em quilogramas) e pela hemoglobina (g/dL)
do paciente (dose semanal EPO / peso / HB). E considerado com algum grau de resisténcia
quando o resultado da razao for maior do que 0,02 pg/Kg/semana, sendo o IRE diretamente

proporcional ao seu resultado numérico (KANBAY, 2010).
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Figura 6: Conjunto de provaveis causas de resisténcia aos AEE em pacientes com DRC. (KANBAY et al, 2010)
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Figura 7: Relagédo entre a dose e responsividade no uso de AEE e a concentracdo plasmaticas de IL-6.
(Nephrol Dial Transplant, 2002).
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Justifica-se o propédsito deste estudo o fato da anemia ser um importante fator de
morbidade e mortalidade em pacientes com DRC e em TSR. Mesmo apdés a introducédo do
uso de AEE, associado a suplementagcdo de ferro, muitos pacientes ndo conseguem ou
possuem dificuldades em atingir a meta para os valores de hemoglobina. Entre varias
causas, a inflamacédo € uma das mais importantes, pois, interfere na dinamica do ferro, ou
seja, na sua disponibilizagdo para o processo da eritropoiese, produzindo um estado de
resisténcia aos AEE.

Para o monitoramento laboratorial da anemia e da resposta aos AEE nesses pacientes,
ainda sao utilizados marcadores que nao possibilitam, muitas vezes, uma intervencao mais
rapida e assertiva sem que se necessite maior espera e a demanda de novos exames
laboratoriais adicionais. Insuficiéncia de dados com respeito aqueles pacientes que utilizam
como TSR, a DP, levando-se em conta que a grande maioria dos artigos publicados, versam
sobre pacientes em hemodialise (CHUNG, 2013). Desta forma, o desenvolvimento deste
estudo se baseou nestes fatos para determinar e analisar novos parametros laboratoriais de
anemia presentes no relatorio do hemograma de analisadores hematologicos, sem que seja
necessario novas demandas ou solicitagbes, permitindo ao médico assistente maior

agilidade assertividade de manejo junto aos pacientes com DRC e anemia.

18



2 OBJETIVO GERAL

Analisar e explorar o potencial dos parametros hematologicos laboratoriais reticulocitarios de
IRF e RET-He, no monitoramento do estado anémico e de resisténcia ao uso de Agentes

Estimuladores da Eritropoiese em pacientes com DRC e em Dialise Peritoneal (DP)

2.1 Objetivo Especificos

- Identificar a prevaléncia de resisténcia ao uso de AEE;

- Identificar deficiéncia de ferro

- Identificar a presenca de biomarcadores de inflamacgao

- Correlacionar os novos parametros hematologicos reticulocitarios IRF e RET-He no
monitoramento de anemia com aqueles ja utilizados na pratica clinica, para avaliagdo da

eritropoiese e resisténcia.
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3 METODOS

Este estudo teve carater prospectivo, multicéntrico, onde foram incluidos pacientes com
DRC, estagio 5 e submetidos a Terapia Renal Substitutiva do tipo didlise peritoneal
ambulatorial continua (DPAC/APD), ha pelo menos 30 dias, com idade superiores a 18 anos,
fazendo uso terapéutico ou ndo de AEE e suplementar de ferro. Todos esses pacientes
estavam sendo acompanhados no servigo de nefrologia do Instituto do Rim de Curitiba,
estado do Parana, Brasil. Todos os sujeitos de pesquisa leram e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica,
sob o Parecer 357/2011, ambos documentos constantes em anexo.

Foram excluidos do presente estudo pacientes com tempo menor que 30 dias em DP,
com idade inferior a 18 anos, alteragdes cardiacas graves (com repercussdao hemodinamica)
decorrentes de doencas valvares, portadores de marcapasso, portadores de proteses ou
orteses metalicas, pacientes com doenga coronariana em tratamento, pacientes com
diagndstico de cancer, hepatites B ou C e HIV.

As amostras de sangue para a realizagdo dos exames laboratoriais foram obtidas por
pungao venosa a vacuo e distribuidas em tubos da marca BD Vacuoteiner®:

- Tubo EDTA 4,0 mL: tubo contendo acido etilenodiamino tetra-acético dipotassico (EDTA
K>), jateado na parede interna do tubo, conforme recomendacao do Clinical and Laboratory
Standarts institute (CLSI) e pelo International Council for Standartization in Hematology
(ICSH). Foram utilizadas as amostras contidas neste tubo para a realizagdo do hemograma.
- Tubo seco (sem anticoagulante) 10,0 mL: também denominados de tubos para soro, (ndo
contem anticoagulante), com ativador de coagulo jateado na parede do tubo que acelera o
processo de coagulagdo. Estes tubos também estdo de acordo com as normas do CLSI e as
amostras oriundas desses foram utilizadas para as determinagdes dos marcadores
inflamatorios, Interleucina-1B8 (IL-1B), Interleucina-6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral-a
(TNF-a) e Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1).

O hemograma foi processado no mesmo dia da coleta e em até no maximo 4 horas
apds e para os demais exames e também no mesmo dia da coleta, as amostras foram

centrifugadas, separado o soro em varias aliquotas, as quais foram congeladas em
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temperatura de -80 graus Celsius. Posteriormente, foram descongeladas e homogeneizadas
momentos antes da realizagdo dos testes. Todos os testes, ndo obrigatoriamente, foram

realizados no mesmo tempo.

3.1 Hemograma

O exame de hemograma foi realizado no laboratério de andlises clinicas, setor de
hematologia, do Hospital de Clinicas de Curitiba, Universidade Federal do Parana,
utilizando-se analisador hematoldgico automatizado da marca Sysmex, modelo XE-5000
(Sysmex, Kobe, Japao).

Para este estudo foram avaliados e utilizados do hemograma, além da dosagem da
hemoglobina (HB), novos parametros de interesse disponiveis no equipamento Sysmex:
Equivalente de Hemoglobina dos Reticulécitos (RET-He); Contagem de Reticuldcitos
Relativa (RET%), Contagem de Reticuldcitos Absoluta (RET#); Fracdo de Reticuldcitos
Imaturos (IRF%) e suas fragbes (LFR%, MFR% e HFR%).

Sysmex XE-5000

O analisador XE-5000 utiliza 4 principios para a determinacdo e analise de seus
parametros, o método da impedancia elétrica, a radiofrequéncia, a citometria de fluxo
fluorescente e foco hidrodinamico, aplicados de acordo com o parametro a ser observado.
Por este motivo disponibiliza em seu relatério de exame, 36 parametros como default
(padrdao) e de forma independente da solicitagdo médica, determinando a presenga
contundente destes resultados no relatério do exame liberado para o solicitante (Tabela 3).
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Tabela 3: parAmetros disponibilizados no analisador hematolégico modelo XE 5000 (Sysmex)

TIPO CELULAR AVALIADO PARAMETROS

Eritrécitos RBC, HB, HCT, VCM, HCM, CHCM, NRBC%, NRBC#,
RDW-SD, RDW-CV, RET%, RET#, IRF (LFR, MFR, HFR),
RET-He

Leucécitos WBC, NEUT%, NEUT#, LYNPH%, LYNPH#, MONO%,
MONO#, EO%, EO#, BASO%, BASO#, 1IG%, IG#

Plaquetas PLT, VPM, PDW, PCT, IPF

Células Hematopoiéticas Progenitoras HPC

Parametros reportados pelo equipamento XE-5000, segregados pelo tipo de célula hematopoiética avaliada.
RBC: contagem de eritrécitos; HB: hemoglobina; HCT: hematdcrito; VCM: volume corpuscular médio; HCM:
hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo da hemoglobina corpuscular média; NRBC: eritrocitos
nucleadas (eritroblastos); RDW: variagdo do volume dos eritrécitos; RET: reticuldcitos; IRF: fragcdo de
reticulécitos imaturos; LFR: reticulécitos de baixa fluorescéncia; MFR: reticulocitos de média fluorescéncia;
HFR: reticuldcitos de alta fluorescéncia; RET-He: concentracdo de hemoglobina nos reticulécitos; WBC:
contagem de leucécitos; NEUT: neutrdfilos; LYNPH: linfécitos; MONO: mondcitos; EO: eosindfilos; BASO:
basofilos; IG: granulécitos imaturos; PLT: contagem de plaquetas; VPM: volume plaquetario médio; PDW:
variagdo do volume plaquetario; PCT: plaquetdcrito; IPF: fragdo de plaquetas imaturas; % contagem relativa;
#contagem absoluta.

a. Impedancia Elétrica e Foco Hidrodinamico: a impedéancia elétrica baseia-se no

principio de que, as células sanguineas suspensas em solugédo isotbnica e nao sendo
condutoras de corrente, ao passarem individualmente por um orificio colocado entre dois
eletrodos, irdo gerar uma diferenga de potencial o qual produzira um pulso elétrico individual
(para cada célula, um pulso criado) que também sera proporcional ao tamanho desta célula.
A passar pelo orificio do canal de condugéo forgada e entre os eletrodos, as células sofrem
deformagdes, as quais, de certa forma, podem interferir nas medidas e nos resultados dos
parametros analisados. Este viés € minimizado pelo uso do foco hidrodinamico, pois, este
centraliza melhor as células nesta passagem, diminuindo as interferéncias de forma (Figura
8). Este método, de forma geral, é utilizado nos analisadores hematolégicos automatizados
para os seguintes fins: contagem de leucécitos global (contagem total de leucdcitos por
microlitro) e diferencial de leucdcitos em 3 grupos (neutrdfilos, linfocitos e células médias);
contagem de eritrocitos (niumero de eritrocitos por microlitro); VCM; determinagédo do volume
globular (hematdcrito); variagdo do tamanho ou volume dos eritrocitos (RDW); contagem de
plaquetas (numero de plaquetas por microlitro); volume plaquetario médio (VPM); variagao
do tamanho ou volume plaquetario (PDW) (BRAGA, 2014).
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Figura 8: Método da impedancia elétrica. Mecanismo de contagem das células (OLIVEIRA, 2014)
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b. Dispersao do Raio Laser: realiza a contagem e analise das células através de um

citbmetro de fluxo, sobre o qual incide um feixe de luz laser (A=633nm) de forma
perpendicular, provocando desvio desta luz, em diferentes e conhecidas posi¢cdes ou
angulos, medidos por sensores colocados estrategicamente para este fim. Esses sensores,
de acordo com a posigao ou angulo que ocupam, sdo denominados de: Forward-Scattered
(FS), colocado num angulo de 2-10 graus; Lateral-Scarttered (LS), angulo de leitura de 90
graus. A jungao das informagdes do pulso elétrico criado e o angulo de desvio do feixe de
luz laser conseguem determinar a contagem de células, bem como, o tamanho e grau de
complexidade desta, permitindo, desta forma, o seu reconhecimento de linhagem de origem

(por exemplo, contagem diferencial dos leucdcitos) (Figura 9).
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Figura 9: diagrama do processo de dispersédo da luz laser. Citometria de fluxo com angulos de disperséo do
raio laser, determinando o tamanho e o grau de complexidade da célula (Sysmex, Kobe, Japao)
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c. Radiofrequéncia: corrente eletromagnética de alta frequéncia, dependente da

estrutura interna da célula, incluindo relagao nucleo-citoplasmatica (relagdo N/C), numero e
tipo de granulos e densidade nuclear (BACALL, 2009).
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d. Citometria de Fluxo Fluorescente: combina uma polimetina fluorescente que se liga

a acidos nucleicos (DNA no nucleo e RNA no citoplasma), que associada a dispersao do raio

laser em angulo de 90 graus, caracteriza a Lateral-Fluorescent-Light (LFL) (Figuras 9 e 10).

Figura 10: citometria de fluxo fluorescente (Sysmex, Kobe, Japao)
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Desta forma o equipamento Sysmex XE-5000, utiliza para a analise dos seus
parametros: Fluorescent Flow Cytometry (citometria de fluxo com fluorescéncia — FFC), RF-
DC (radiofrequéncia e corrente direta), DC-Shath-Flow (corrente direta com impedancia
elétrica) para a determinagédo das células e SLS-Method (laurel-sulfato de sodio) para a

determinacao da concentracao de hemoglobina (Tabela 4).
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Tabela 4: Relagéo entre pardmetros e métodos utilizados no XE 5000 (Sysmex)

METODO PARAMETRO

Fluorescent Flow Cytometry WBC-Diff; IG; NRBC; RET; IRF;
RF-DC method HPC

DC-Shath-Flow WBC, PLT; RBC, HCT
SLS-Method HB

WBC-Diff: contagem diferencial dos leucécitos; RF-DC: radio frequéncia e corrente direta; SLS-Method: Método
de Lauril-Sulfato de Sédio; DC-Shath-Flow: corrente direta com impedancia; IG: granulécitos imaturos; NRBC:
nuclated red blood cells; RET: reticuldcitos; IRF: fragdo de reticulécitos imaturos; HPC: células troncos
hematopoiéticas; WBC: contagem de leucdcitos; PLT: contagem de plaquetas; RBC: contagem de eritrocitos;
HCT: hematdcrito: HB: hemoglobina.

Reticulécitos

Como colocado anteriormente, para os reticulécitos foram utilizados os parédmetros:
Contagem de Reticuldcitos Relativa (RET%), Contagem de Reticuldcitos Absoluta (RET#);
Fracdo de Reticuldcitos Imaturos (IRF%) e Equivalente de Hemoglobina dos Reticulécitos
(RET-He).

O método utilizado para a contagem e avaliagao dos reticulécitos no equipamento
Sysmex XE-5000 (Sysmex, Kobe, Japao) é a citometria de fluxo com fluorescéncia,
considerado “Gold Standard” para este fim, onde é disponibilizado um canal especifico para
reticulocitos, possibilitando maior acuracia nas contagens relativas e absolutas destas
células, identificagdo do grau de maturidade e propor¢gdo dos reticuldcitos imaturos
circulantes, bem como, a concentragdo de hemoglobina dos reticuldcitos. Este ultimo
representa um medida indireta da disponibilidade de ferro para a eritropoiese com
antecedéncia média de 2 a 3 dias.

O IRF% também é estratificado como de baixa (Low Fluorescence Reticulocyte -
LFR), média (Medium Fluorescence Reticulocyte - MFR) e alta fluorescéncia (High
Fluorescence Reticulocyte - HFR), sendo que o seu valor é a somatéria de MFR e HFR e
determina o percentual de reticulécitos com imaturidade entre os reticuldcitos circulantes no
sangue periférico, ou seja, aqueles que sao liberados mais precocemente da medula 6ssea.
Indica, da mesma forma o que determina a contagem de reticuldcitos relativa e absoluta,
qual é a situagdo da eritropoiese na medula 6ssea em tempo real, caracterizando em

situacdes de anemias, responsividade medular ou ndo, porém, com maior precocidade, pois,
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antes do aumento do numero de reticuldcitos circulantes, havera uma aumento da proporg¢ao
de reticuldcitos imaturos (IRF%). O fator que determina a imaturidade dos reticuldcitos € a
quantidade de granulos (RNA) presente no seu citoplasma, tendo uma relagao diretamente
proporcional a sua quantidade (Figura 11).

Figura 11: fluorescéncia para contagem de reticuldcitos totais, IRF, LFR, MFR e HFR (Sysmex, Kobe, Japéo)
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LFR: Low Fluorescence Reticulocyte, MFR: Medium Florescence Reticulocyte; HFR: High Fluorescence
Reticulocyte; IRF: Fragdo de Reticuldcitos Imaturos; RET: reticuldcitos; RBC: eritrécitos (red blood cells); PLT:
plaquetas.

3.2 Citocinas Inflamatérias

Os marcadores de inflamagao utilizados neste estudo foram as seguintes citocinas
inflamatorias: Interleucina-1B8 (IL-1B), Interleucina-6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral-a
(TNF- a) e Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1).

A determinagdo dessas citocinas foram realizados no laboratério multiuso do

Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias da Saude, Escola de Medicina da Pontificia
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Universidade Catdlica do Parana, através do sistema Luminex® Multiplexing Instruments
(Luminex® xMAP® Technology, para screening de até 100 antigenos (biomarcadores e
proteinas), numa unica amostra. O Luminex® xMAP® Technology baseia-se na utilizagao de
microesferas de poliestireno, de 6,45 um de didametro, coloridas e cobertas com anticorpos
especificos para antigenos que se queira identificar. Apés a ligagdo com o antigeno é
adicionado anticorpo ligado a biotina e a reagcdo € terminada incubando-se com
streptovidina, a qual completa a reagdo na superficie da microesfera. As microesferas sao
captadas magneticamente em uma mesa, formando uma uUnica camada (monolayer) onde
ocorre a incidéncia de 2 feixes de luz laser, sendo que, um deles (vermelho — 635 nm)) ira
identificar a concentragéo interna de corante da microesfera e o segundo (verde — 535 nm)

que ira quantificar as reagdes dos antigenos presentes (Figuras 12, 13 e 14).

Figura 12: Método Luminex®

TR

Esquerda: reacdo de antigenos e anticorpos nas esferas. Direita: mecanismo Laser de leitura,
citometria de fluxo.

Figura 13: etapas do processo de reacao e leitura (Luminex®)
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3.3 Dados Demograficos e Clinicos:

Foram levantados dos prontuarios dos participantes dados demograficos e clinicos de
interesse do estudo: género, idade, causa da DRC, tempo de didlise peritoneal, peso, altura,
pressao arterial sistélica e diastdlica, uso de AEE e posologia, Ferritina, indice de Saturagéo
da Transferrina (IST%), dosagem da hemoglobina (HB). Para os valores da dose de EPO,
Ferritina, IST, e HB, foram utilizados os resultados dos ultimos 6 meses, tendo como
referéncia a data da colheita dos exames laboratoriais acima citados.
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3.4 Tratamento Estatistico

Os resultados obtidos das variaveis do estudo foram descritas por frequéncias e
percentuais (variaveis categoéricas) ou por médias, medianas, valores minimos, valores
maximos, quartis e desvios padrdes (variaveis quantitativas). Para avaliagdo da associagao
entre duas variaveis quantitativas foram estimados os coeficientes de correlagdo de Pearson
ou de Spearman. A comparacgao entre dois grupos definidos pela IRE foi feita usando-se o
teste t de Student para amostras independentes ou o teste nao-paramétrico de Mann-
Whitney. A condicdo de normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilks.
Valores de p<0,05 indicaram significaAncia estatistica. Os dados foram analisados com o

programa computacional IBM SPSS Statistics v.20.
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4 RESULTADOS

4.1 Analises descritivas gerais das variaveis na populacao estudada
Trinta e cinco pacientes foram incluidos no estudo. As analises descritivas gerais do estudo,

observando-se os dados demograficos, clinicos e laboratoriais, estdo descritas na tabela 5.

Tabela 5: Caracteristicas gerais da populagédo estudada

Variavel

Idade (anos)

Género masculino

Causas de DRC
Diabete Mellitus
Rins Policisticos
Nefroesclerose
Outras Causas

Tempo de Didlise (meses)

APD

IMC

Uso de AEE

Dose AEE

IRE ( AEE/PESO/HB)
IRE > 0,02 ug
Hemoglobina
Hemoglobina < 11,0 g/dL
Ferritina

IST

59,7+ 13,4
51,4%

42,9%

8,6%

8,6%

40,0%

32,8 £ 30,5

100%

274 +49

67,6%

6223 £ 3525 (Ul/semana)
51,7 £ 29,3 (ug/semana)
0,071 £ 0,039 (ug)
86,9%

12,2 + 2,0 (g/dL)

32,4%

277,5 + 272,7 (ug)
32,5+ 10,7 (%)

Legenda: APD (Dialise Peritoneal Ambulatorial Continua); IMC: indice de Massa Corporal;
AEE — agente estimulador da eritropoiese, DRC: Doenga Renal Crénica. IRE — indice de resisténcia a
eritropoietina, IST: Indice de Saturagao da Transferrina.

4.2 Analises deficiéncia de Ferro utilizando Ferritina, IST e RET-He
Para analise da deficiéncia de ferro depdsito e do ferro plasmatico disponivel, foram
utilizados os parametros de ferritina, 1IST% e RET-He, sendo os 2 primeiros calculada a
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meédia dos ultimos 6 meses e o0 RET-He aferido das amostras tomadas para a realizagao do
hemograma. Os valores de corte utilizados para cada um dos parametros referidos, foram os
critérios propostos pelo KDIGO (2012), sendo inferior a 500 ug/L para ferritina, inferior ou
igual a 30% para IST e menor que 29,0 pg para RET-He.

Os resultados encontrados para deficiéncia de ferro de depédsito estdo descritos na
tabela 6.

Tabela 6: deficiéncia da disponibilidade e do ferro de depésito, utilizando-se os pardmetros Ferritina, IST% e
RET-He

Deficiéncia de Ferro n

Ferritina < 500 pg 28 82,1%
IST < 30% 29 51,7%
RET-He < 29,0 pg 34 11,8%

Legenda: IST: indice de saturagéo da transferrina; RET-He: equivalente de hemoglobina nos reticulécitos.

4.3 Analises da resisténcia a eritropoietina

O indice de Resisténcia a Eritropoietina (IRE) foi uma das variaveis analisada, a qual foi
calculada dividindo-se a dose semanal média dos ultimos 6 meses de EPO usada em
microgramas para cada individuo (restrita aos pacientes que estavam utilizando EPO), pelo
seu peso (Kg) e hemoglobina (HB), também em valores médios dos ultimos 6 meses (EPO
semanal / peso / HB). Na populagao estudada, 23 individuos faziam o uso de AEE, para os
quais foram calculados os valores de IRE e tiveram como resultado, média de 0,071 ug (
0,039) e o valor do 3° quartil igual a 0,102 ug.

Segundo o KDIGO, 2012, pode ser considerada resisténcia a EPO, valores de IRE
maiores que 0,02 ug, que compreendeu 86,9% (20/23) dos individuos analisados em nosso
estudo. Porém, se compararmos os valores de IRE iguais ou maiores para o 3° quartil, que
foi de 0,102 pg, contra os demais quartis, 30,5% (7/23) dos pacientes se encontram nesta
situacgao.

Pode-se perceber também diferenga significativa entre os valores para RET-He,
quando considerado o 4° quartil de IRE contra os demais quartis (p<0,05).
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4.4 Analise comparativa da atividade eritropoiética por RET# e IRF% e IRE
A proposta principal do nosso estudo, foi avaliar a atividade eritropoiética da medula 6ssea,
através dos parametros de reticuldcitos, incluidos, RET%, RET#, IRF%, LFR%, MFR% e

HFR% e RET-He, cujos resultados estéo colocados na Tabela 7.

Tabela 7: Valores encontrados para contagens de reticulécitos. RET%, RET#, IRF%, RET-He.

Variavel n Média

RET% 34 1,49 £ 0,55
RET# 34 56585 + 16367
IRF% 34 9,22 + 5,51
LFR(%) 34 90,8+5,5
MFR(%) 34 8,19 + 4,66
HFR(%) 34 1,03+ 0,95
RET-He (pg) 34 34,0+4,8

Contagem relativa de reticulécitos; RET#: contagem absoluta de reticuldcitos; IRF%: fragéo de reticuldcitos
imaturos; LFR(%): fragéo de reticuldcitos com baixa fluorescéncia; MFR(%): fracao de reticuldcitos com média
fluorescéncia; HFR(%): fragéo de reticuldcitos de alta fluorescéncia; RET-He: equivalente de hemoglobina nos
reticuldcitos.

Para cada uma das variaveis de reticulécitos, testou-se a hipotese nula de que as
médias sdo iguais nos dois grupos, definidos pelo 4° quartil do IRE (< 0,102 ou >0,102),
versus a hipotese alternativa de que as médias sdo diferentes. Houve diferenga significativa
para as variaveis IRF%, MFR% e LFR% (p<0,05) (Tabela 8, Figuras 15 e 16).
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Tabela 8: valores encontrados para contagens de reticuldcitos. RET%, RET#, IRF%, RET-He.

IRE (corte
Variavel pelo 4° n Média 40 quartil Valor de p*

quartil)
RET% <0,102 16 1,53 £0,58 1,90

>0,102 7 1,45+ 0,64 2,04 0,766
RET# <0,102 16 54875 + 18457 67800

> 0,102 7 58386 + 18350 74900 0,678
IRF% <0,102 16 7,50 £ 4,61 11,45

> 0,102 7 13,76 £ 8,15 21,10 0,028
LFR(%) <0,102 16 92,50 + 4,61 96,40

> 0,102 7 86,24 + 8,15 95,00 0,028
MFR(%) <0,102 16 6,66 + 3,91 10,05

>0,102 7 11,86 £ 6,87 18,30 0,030
HFR(%) <0,102 16 0,84 + 0,79 1,65

> 0,102 7 1,90 £ 1,35 3,00 0,076

*Teste t de Student para amostras independentes (RET% , RET#, IRF%, LFR% e MFR%, HGFR%) ou teste

nao-paramétrico de Mann-Whitney, (p<0,05).

Figura 15: Analise considerando RET# e IRF% e ponto de corte 3° quartil IRE (0,102).
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Figura 16: Analise considerando RET# e IRF% e ponto de corte 3° quartil IRE (0,102).
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4.5 Analise inflamagao por biomarcadores e IRE
Foram utilizados no estudo, como biomarcadores inflamatorios, IL-183, IL-6, MCP-1 e TNF-q,
cujos valores encontrados de cada amostra, sem excegéo, estavam acima do valor maximo

de referéncia reportado para cada biomarcador (Tabela 9).

Tabela 9: Resultados dos biomarcadores inflamatdérios analisados no estudo.

Variavel n Média % > VR Maximo
IL-18 34 176+5,0 100%
IL-6 34 33,8+40,5 100%
MCP-1 34 492,9 + 165,1 100%
TNF-a 34 33,6+11,9 100%

IL-1B: interleucina-18 (VR: <5,0 pg/mL); IL-6: interleucina-6 (VR: <3,4 pg/mL); MCP-1: Monocyte
Chemoattractant Protein-1 (VR: 43,4 — 156 ng/mL para homens e 29,2 — 138,5 ng/mL para mulheres, ambos
para idade maior que 18 anos); TNF-a: fator de necrose tumoral-alfa (VR: < 8,1 pg/mL). VR: valores de
referencia.
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A IL-6, entre todas, foi a que apresentou correlacdo com os parametros de reticuldcitos,
utilizados como marcadores de atividade eritropoiética, sendo que para o parametro LFR%,
a correlacéo foi inversa (Tabela 10).

Tabela 10: Analise de correlagao entre IL-6 e atividade eritropoiética.

Variaveis n Coeficiente de correlagao Valor de p
RET% x IL-6 23 0,14* 0,520
RET# x IL-6 23 0,36 0,093
IRF% x IL-6 23 0,39* 0,062
LFR(%) x IL-6 23 -0,39* 0,062
MFR(%) x IL-6 23 0,45 0,030
HFR(%) x IL-6 23 0,21* 0,344

*Coeficiente de correlagdo de Spearman

4.6 Analise de correlacao entre IRF% e valores de hemoglobina

Na Tabela 11 estdo postados os resultados de analise de comparacao entre as variaveis
IRF% e HB (atual, 60 e 180 dias apds a HB atual), quando considerados como corte os
valores para IRF% < 10,5 e > 10,5.

Tabela 11: Analise de correlagao entre valores de HB e IRF%, considerando valores < 10,5 e > 10,5

Variavel IRF% n Média (;’a'clr
ep

Hemoglobina (atual) <10,5 21 12,8 £ 2,1

>10,5 13 11,3+1,4 0,029
Hemoglobina pg/dL - <105 17 127420
60d - b ki - b

>10,5 11 11,6 £ 0,7 0,045
Hemoglobina pg/dL -
180d <105 11 13,0+2,7

>10,5 8 11,1+1,3 0,020

*Teste t de Student para amostras independentes (HB pg/dL — 60 e 180 dias apds) ou teste ndo-paramétrico
de Mann-Whitney, p<0,05.
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5 DISCUSSAO

A anemia € uma complicacao precoce e frequente em pacientes com DRC, mas, com maior
prevaléncia naqueles em dialise e, segundo varios estudos, de Besarab (2011), Bevilacqua
& Canziani (2007), Hayat (2009), entre outros, esta associada a elevada morbidade e
mortalidade, além de um importante impacto na qualidade de vida. Embora seja ja bem
descrito pela literatura que a anemia da DRC tem como causa primaria a deficiéncia de
EPO, de acordo com Weiss & Goodnough (2005), estdo também envolvidos os disturbios da
homeostasia do ferro e outros nutrientes. Recentemente também a resisténcia ao tratamento
com estimulantes da eritropoiese foi identificada como uma importante causa de anemia em
DRC. Nestes casos a inflamagédo esta intimamente associada a esta condi¢do clinica. As
ferramentas clinicas e laboratoriais utilizadas atualmente para o diagnostico e
monitoramento do tratamento da anemia da DRC tem limitagdes na identificacédo de
condicbes associadas a uma ma resposta ao tratamento, abrindo oportunidades de
investigacado de novas estratégias nesta area. No presente estudo analisamos o potencial de
novas metodologias laboratoriais em hematologia aplicadas a anemia da DRC.

Por se tratar de situagao clinica diferenciada, os valores adequados ou designados de
meta de HB ,em pacientes com DRC e em dialise, propostos pelo KDIGO (2006 / 2012), por
Bergman e Pecoits-Filho (2006) e por Alves et al (2015), devem estar entre 11,0 e 12,0 g/dL,
nao superior a 13,0 g/dL. Em nosso estudo a HB média atual foi de 12,2 g/dL (+2,0), valor
este muito préximo ao encontrado por Guerreiro-Riscos (2012), que foi de 12,0 g/dL (1,5).
32,4% (11/34) dos individuos que participaram do estudo, tiveram HB < 11,0 g/dL, indo de
encontro com os achados de Alves et al (2015) que foi de 34%, estudo este também
realizado em pacientes com DRC em diadlise (HD) e de Gongalves & Pecoits-Filho (2013),
cujo valor encontrado foi de 38%, em populagédo analoga. No entanto, foi inferior ao afirmado
por Kanbay et al (2010), que coloca que em torno de 90% de pacientes com taxa de filtragao
glomerular inferior a 25 — 30 ml/min tém anemia. Em geral, a populagao estudada parece
representar uma tipica populagdo clinicamente estavel em dialise peritoneal, portanto
adequada para o estudo da anemia e novas perspectivas diagnosticas.

Primeiramente, abordamos o componente hematoloégico da avaliagado das reservas de

ferro. Kanbay et al (2010) e Alves et al (2015), observaram que, em aproximadamente 50%
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dos pacientes com DRC, ha prevaléncia da deficiéncia de ferro. Embora a ferritina ainda seja
usada como principal marcador do ferro de depdsito, de acordo com Piva et al (2014), por
ser uma proteina de resposta inflamatéria aguda, sua concentragdo pode estar muito
elevada, em situagdes especificas, muitas vezes as custas de apoferritina, ndo refletindo
necessariamente nestes casos, o quantitativo de ferro ligado a proteina. O IST é o
biomarcador mais utilizado para avaliagao da disponibilidade sistémica do ferro. No entanto,
nas anemias de doengas inflamatorias cronicas, na qual se encaixa a anemia da DRC, os
seus valores podem se encontrar superestimados, pois, embora a concentracdo do ferro
plasmatico esteja diminuida, também pode ocorrer a diminuigdo sérica do seu transportador,
a transferrina, mexendo de forma direta na propor¢ao da saturagado desta ultima. Por este
motivo, tem-se estimulado a descoberta e o uso de novos marcadores laboratoriais de ferro,
que nao sofram influéncia da inflamacdo e que possam refletir o real status de ferro
disponivel. Varios estudos (ALVES et al, 2015; CHUANG et al, 2003; BUTARELLO et al,
2004) tém mostrado o RET-He como um marcador, com boa sensibilidade e precocidade,
frente aos marcadores usados rotineiramente, para avaliacdo da deficiéncia funcional de
ferro, ou seja, da disponibilidade deste para a eritropoiese com antecedéncia de pelo menos
3 a 4 dias. A concentracdo de hemoglobina nos reticuldcitos reflete sintese recente desta em
precursores eritroides na medula 6ssea e, quando se encontra dentro dos valores de
referencia, reflete estoque e disponibilidade adequada de ferro. Oportunamente, também
pode ser util no manejo da reposi¢éo de ferro intravenoso, evitando a sua sobrecarga, a qual
possui efeito cardiovascular danoso. Além do mais, o RET-He faz parte dos parametros do
hemograma realizado por alguns analisadores hematoloégicos, sendo apresentado todas as
vezes em que este ultimo for feito, como por exemplo, para avaliagdo da hemoglobina, sem
qualquer custo e necessidade adicional de solicitagao.

Para a avaliagao do status de ferro em nosso estudo, motivado pelo numero reduzido
de artigos publicados que referenciam especificamente pacientes com DRC em DP, foi
realizado estudo comparativo entre ferritina, IST% e RET-He, sendo este ultimo o foco do
estudo. Algumas s&o as propostas para a determinagao do valores de referéncia ou de corte
para RET-He. Pekelharing et al (2010) e Canals et al (2005), avaliando populagao saudavel
sugeriram valores de 32,1 a 38,8 pg e de 31,9 a 34,9 pg, respectivamente. No entanto, o
valor de corte proposto pelo NKF-KDOQI é de 29,0 pg, o qual tem concordancia com o
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British Guidelines for Laboratory Diagnosis of Functional Iron Defeciency e com o trabalho de
Piva et al (2014), os quais demonstram maior valor preditivo positivo, quando comparado
com valores de ferritina inferior a 50 pg/L e de IST% < 13%. Segundo as observagdes de
Brugnara et al (2006), deve-se levar em conta que ha um decréscimo nos valores de RET-
He logo apds o inicio e durante o uso de AEE, pelo aumento abrupto da eritropoiese e
consequente deplecdo da oferta de ferro. Em nosso estudo, comparamos os resultados
encontrados, observando-se o valor de corte proposto pelo KDIGO e observamos que
apenas 11,8% (4/34) estavam abaixo dos valores recomendados, o que contrasta com a alta
prevaléncia de deficiéncia de ferro avaliada pelo IST ou pela ferritina. Num contexto de uma
crescente preocupacdo com o acumulo de ferro em tecidos motivado por altas doses de
ferro endovenoso, este marcador pode evitar reposicdo de ferro desnecessaria pela
interferéncia de variaveis clinicas e inflamatoérias na dosagem de ferritina e IST, que podem
estar superestimando a deficiéncia de ferro nesta populacdo. Estudos futuros terdo que
estabelecer o valor deste novo parametro no diagnostico e monitoramento da deficiéncia de
ferro na DRC.

Outro objetivo do nosso estudo foi avaliar novos parametros hematolégicos no
contexto da resisténcia ao tratamento com AEE, e sua complexa relacédo com a inflamacgéao e
com a mobilizac&o e utilizagdo das reservas de ferro. Desta forma, avaliamos a resisténcia
ao tratamento com AEE pelo valor de corte sugerido pela literatura e pelo KDIGO, 2012, que
considera resisténcia aos AEE, valores de IRE maiores que 0,02 ug, que compreendeu
86,9% (20/23) dos individuos analisados em nosso estudo. No entanto, ndo houve diferenga
significativa quando comparados estes valores com os valores dos reticuldcitos, RET%,
RET#, IRF% (LFR, MFR, HFR) e RET-He. Por este motivo, pela limitacdo do numero de
pacientes incluidos no estudo e pela estabilidade clinica demonstrada e que caracterizou
esta populacéo, foi avaliado o IRE também a partir de quartis, a qual pode ser identificada
como uma abordagem mais adequada, conforme pode ser demonstrado nas analises
estatisticas descritas adiante.

Segundo Piva et al, (2014) o numero de reticuldcitos circulantes, frente a um estimulo,
pode se elevar em até 15 a 20 vezes o basal, determinando uma situagcdo denominada de
“stress eritropoiético”. Sdo langados na circulagdo, neste caso, primeiramente reticulécitos

imaturos, os quais possuem maior volume e carregam maior quantidade de RNA. Entre as
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causas de “stress eritropoiético” esta o uso de AEE, como o que ocorre em pacientes com
DRC. Portanto, nestes casos o IRF% se eleva mais rapidamente que as contagens relativa e
absoluta de reticulécitos, indicando de forma mais precoce o efeito estimulatério da
eritropoiese na medula dssea.

Pekelharing et al (2010) estabeleceu, entre individuos saudaveis, como valores de
referencia para os parametros de reticulécitos RET%,RET#, IRF%, LFR%, MFR% e HFR%,
utilizando o analisador Sysmex, modelo XE 5000, os quais foram: 0,43 — 1,36%; 23.000 —
70.100/uL; 1,6 — 10,5%; 89,9 — 98,4%; 1,6 — 9,5%; 0,0 — 1,7%, respectivamente. Estes
valores foram padronizados em nosso estudo como referencia para os testes estatisticos de
correlagao/associacdo, levando-se em consideracdo termos utilizado para as nossas
analises 0 mesmo analisador hematoldgico, Sysmex, modelo XE 5000.

Também pode ser demonstrado em nossos estudos, que houve diferenga significativa
(p<0,05) quando comparado IRF%, MFR% e LFR% com o IRE representado pelo 4° quartil
(0,102), onde as médias de IRF%, MFR% e HFR% foram nitidamente maiores e a média de
LFR% menor. Em contraste, ndo pode ser observada diferenga significativa, quando
comparado o IRE do 4° quarti com RET% e RET# (p>0,05). Este achado nos chama
bastante atencdo, observando-se que RET# ¢é o exame recomendado para o
acompanhamento do manejo de pacientes com DRC, em dialise e em uso de AEE. Por este
motivo, talvez, quando possivel, o IRF% e suas fragbes (HFR%, MFR% e LFR%), fossem
mais indicados para este fim, pois, como pode ser percebido em nosso estudo, estes
parametros demonstraram ter maior sensibilidade na avaliagao de atividade eritropoiética em
pacientes com DRC e em dialise, quando comparado com RET#. Ou ainda, conforme
sugestdo da International Society of Laboratory Hematology, serem utilizados de forma
conjunta, pois, juntos sdo uteis na avaliacdo da resposta e da efetividade da atividade
eritropoiética. Butarello et al (2016) coloca a hipotese de que esta relagao € variavel,
independente e concordante, no sentido de que, IRF% é um indice de aceleracdo da
eritropoiese e o RET# indica a efetividade desta. Por exemplo, valores de IRF% elevados
contra RET# normal ou diminuido é achado padrao que identifica eritropoiese inefetiva.

Também foram relevantes os achados da associagao entre inflamagao e os novos
marcadores hematopoiéticos. A DRC, por si so, pode ser considerada uma sindrome

inflamatdria, onde diversos marcadores de inflamagcdo podem ser percebidos em
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concentragdes plasmaticas elevadas (ABENSUR, 2006). Embora a inflamagao na DRC seja
decorrente de infecgbes, comorbidades, toxicidade urémica, em particular, pacientes
submetidos a DP, conforme coloca Pecoits-Filho et al (2007), apresentam causas intrinsecas
a este procedimento, que favorecem sobremaneira o estado inflamatorio. Segundo Vianna et
al (2011), dentre as citocinas que mais tém sido associadas DRC estdo o IL-1, IL-6 e o TNF-
a. Isso pode ser demonstrado em nosso estudo, onde foram utilizados esses mesmos
marcadores IL-1B, IL-6, TNF-a, acrescido de MCP-1, onde, sem exceg¢do, todos se
encontraram com concentragdes séricas elevadas, acima do valor maximo de referencia
para cada um, estabelecendo, de forma inequivoca, presenca do estado inflamatério em
todos os individuos. Estes achados abrem concordancia com outros varios estudos, como os
de Pecoits-Filho et al (2003), Del Vecchio et al (2005), Abensur (2006) e KANBAY et al
(2010), que também perceberam a elevagao da concentragdo plasmaticas destas citocinas,
em pacientes com DRC e em dialise.

Em nossas analises a concentracdo média de IL-6 no soro, considerando todo o
grupo estudado, foi de 16,6 pg/mL e o valor minimo encontrado entre os individuos do
estudo foi de 11,1 pg/mL, valor este muito superior ao valor maximo de referéncia para esta
citocina no sangue. Quanto a concentracdo desta citocina no dialisado, os resultados
mostraram também valores para IL-6 muito elevados em praticamente todos os pacientes do
estudo. Este achado vai na mesma dire¢cao dos trabalhos de Stevinkel et al (2005) e de
Pecoits-Filho et al (2006), nos quais a IL-6 foi descrita como um importante marcador
inflamataorio, principalmente nos estagios iniciais da DP, devido ao uso de solugao de dialise
e demonstrado também pela presenga de concentragdes elevadas de IL-6 no dialisado, logo
apods o inicio da DP, refletindo inflamagao intraperitoneal. Também em nosso estudo, a IL-6
também foi 0 marcador inflamatério que demonstrou correlagdo com as variaveis MFR% (p =
0,030) e tendéncia de associagdo com IRF% e LFR%, ambos com valores de p = 0,062,
sendo que para esta ultima a correlagdo € inversa. Este fato pode ser entendido que a
atuagao da IL-6 pode estar mais associada na interferéncia da sobrevida do eritrécito do que
na inibicdo da eritropoiese, ja que eleva a presenca de reticulécitos mais jovens no sangue
periférico (MFR% e IFR%) e, no sentido inverso, diminui o numero de reticulcitos mais
maduros (LFR%). No entanto, Ganz (2003) coloca a IL-6 como principal via de ativagao da
hepcidina, interferindo de forma direta no balango da mobilidade e disponibilidade do ferro
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para a eritropoiese, o qual constitui principal mecanismo da anemia da inflamacéo e que
contribui de forma sustentada para o estado de anemia nos pacientes com DRC, em dialise
e em uso de AEE. A IL-18 e o TNF-a suprimem a expressao do gene da EPO (ABENSUR,
2006).

Finalmente, em nosso estudo houve diferenga significativa entre IRF% (valores <
10,5% e > 10,5%) e valores de HB atual, 60 dias e 180 dias (p<0,05). Pode-se perceber que
a média do valor da HB foi menor naqueles individuos em que o IRF% era maior que 10,5%.
67,6% da populagao analisada em nosso estudo faziam uso de AEE e como ja reportado por
diferente estudos, pode ocorrer “stress eritropoiético” no inicio da terapéutica com AEE.
Porém, a populacéo de nosso estudo ja faziam uso de AEE ha pelo menos 6 meses.

6 CONCLUSAO

Concluimos que os novos parametros hematologicos laboratoriais reticulocitarios IRF e RET-
He, quando avaliados em quartis, parecem agregar valor na identificagdo de mobilizacéo e
deficiéncia de ferro, bem como na identificacdo de pacientes com resisténcia a eritropoietina
induzida pela inflamacgéo. Estudos futuros devem validar nossos achados em populagdes

maiores e com seguimento prospectivo.
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8 ANEXOS

Anexo 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ( TCLE)

B, e e TP
(nacionalidade), ....ccccceeiiiiiiiiiiiiiiieeee, (estado civil) de .................. anos de idade, portador do
RG e residente no enderego
........................................................................................................ , sou convidado a participar de uma
pesquisa denominada “Hipervolemia e sua correlagdo com inflamagédo, endotoxinas, anemia e
desnutricdo em pacientes em dialise peritoneal’ que tem como objetivo avaliar a correlagao existente
entre hipervolemia nos pacientes em didlise peritoneal, presenca de endotoxinas no liquido
peritoneal, inflamacao sistémica, anemia e desnutricdo. Minha participagao no referido estudo sera
no sentido de oferecer informagdes referentes ao meu tratamento e aos meus habitos alimentares.
Participarei de uma avaliacao nutricional, que consiste na medigao de peso, altura, circunferéncia do
braco, pregas cutaneas e analise de composi¢do corporal, como massa magra € massa gorda, e
volume corporal. Durante a realizacdo dos meus exames de sangue rotineiros, realizados
mensalmente ou a qualquer época, uma fragdo ou aliquota do material colhido sera analisado pelo
grupo de pesquisa. Também ofereco de livre e espontinea vontade uma amostra de liquido
peritoneal drenado conforme as orientagdes recebidas pelo grupo. Recebi esclarecimentos de que
nao terei risco algum por participar da pesquisa. Para estas avaliagdes, toda a privacidade sera
respeitada e sera feita somente com a presencga do pesquisador. Estou ciente de que, a partir desta
pesquisa, podem-se obter beneficios como maior conhecimento sobre os aspectos nutricionais e sua
relacdo com a doencga renal, mas que os resultados sé serdo divulgados apds o término da
pesquisa. Esse estudo nao ira me ofertar qualquer risco ou despesas. Estou participando de forma
voluntaria, assim posso me recusar a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que
isto acarrete qualquer 6nus ou prejuizo para mim. Fui informado que as informagdes serao utilizadas
somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e
confidencialidade, de modo a preservar minha identidade, ou seja, meu nome ou qualquer outro
dado ou elemento que possa me identificar em publicagdes posteriores a pesquisa serdo mantidos

em sigilo.
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Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sao prof? nutricionista Cyntia Erthal Leinig,
estagiarias de nutricdo Edieiny Maier, Jéssica Koslowski e Jéssica Zienlinski, estagiarias do curso de
Nutricdo, professor Julio Cezar Merlin dos cursos de Farmacia e de Medicina, procedentes da
Pontificia Universidade Catoélica do Parana, a prof.? Enfermeira Cristian Carla A. Volski Cassi da
Universidade Federal do Parana, aluna do Doutorado na Pontificia Universidade Catélica do Parana,
(demais participantes). E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é garantido
o livre acesso a todas as informagdoes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas
consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois da minha
participacdo.Desenvolver estudos nesta area € de grande importancia para a melhoria do tratamento
dialitico, bem estar e qualidade de vida dos pacientes.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a
natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre consentimento em participar, estando
totalmente ciente de que n&o ha nenhum valor econdmico, a receber ou a pagar, por minha

participagao.

Curitiba, ... de ...de 20___.

Nome e assinatura do sujeito da pesquisa

Nome(s) e assinatura(s) do(s) pesquisador(es) responsavel(responsaveis)
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Anexo 2: Parecer de Aprovacio - Comité de Etica

“l.TJll Universidade PARANA
== Esiadual de Londrina
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina

Registro CONEP 268
Parecer CEP/UEL: |357/2011
CAAE: 0326.0.268.000-11
Processo: 33936.2011.94
Folha de Rosto: 474888
Pesquisador(a): Luiz Fernando Kunii

Unidade/Orgao: | CCS - Departamento de Clinica Médica

Prezado(a) Senhor(a): |

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina” (Reqistro CONEP 268) — de acordo com as
orientagdes da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Salide/MS e Resolugdes
Complementares, avaliou o projeto:

“Hipervolemia nos Pacientes em Dialise Peritoneal e sua Correlagio
Inflamagao, Stress Oxidativo e Endotoxinas”

Situagao do Projeto: Aprovado

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificagdo que
ocorra no desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL
relatério final da pesquisa.

Londrina, 15 de fevereiro de 2012.

L

Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina
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